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When　isolated　parietal　cells　from　guinea　pigs　were　treated　with　ethanol，　both　carbachol－and
histamine－stimulated　acid　secretion　decreased　in　a　dose　dependent　manner．　Although　ethanol　（O．
10／o－30／o）　enhanced　histamine－induced　cAMP　response，　histamine－stimulated　acid　output　was　de－
creased　with　over　10／o　ethanol．　The　activity　of　H’，　K’一ATPase　decreased　with　30／o　ethanol．　Thus，
ethanol　may　disturb　the　signal　process　from　cAMP　to　H’，　K’一ATPase．
　The　carbachol－stimulated　acid　secretion　was　more　sensitive　to　ethanol　than　histamine－induced
secretion．　Addition　of　ethanol　initiated　a　rapid　elevation　of　［Ca2’］　i，　resulting　in　the　suppression　of
the　Ca2’　response　following　carbachol　stimulation．　Pretreatment　of　the　cells　with　EGTA　or　La3“
completely　prevented　the　elevation　of　［Ca2’］　i　with　ethanol　and　preserved　the　Ca2’　response　to
carbachol．　These　findings　suggest　that　ethanol　may　suppress　carbachol－stimulated　acid　secretion
through　desensitization　of　the　Ca2’　response．　wnen　protein　kinase　C　（PKC）　in　the　cells　was
activated　with　phorbol　diester　（PMA），　carbachol－stimulated　acid　secretion　was　decreased　to　400／o
of　that　without　PMA．　Ethanol　also　increased　the　activity　of　PKC　in　both　cytosolic　and　membrane
fractions．　ln　addition，　analysis　of　actin　filament　by　FACScan　showed　that　ethanol　caused　an
irreversible　polymerization　of　actin．　Thus，　ethanol－induced　elevation　of　［Ca2’］　i　may　serve　a　critical
role　in　the　perturbation　of　the　machinery　of　acid　secretion．
緒 言
　エタノールは胃粘膜障害惹起物質として知られて
おり，エタノールにより惹起される胃粘膜の機能変
化は，その病態を理解するうえで重要である．なか
でも酸分泌能にどのような影響を及ぼすか注目され
るところである．エタノール負荷による酸分泌能の
変化については，主に勿痂。において研究されてい
るが，エタノールの濃度や投与方法の違いにより酸
分泌の．充進作用，抑制作用ともに報告されてい
る1）～4）．エタノールの酸分泌能に及ぼす作用を考え
る場合，エタノールの直接作用と，吸収されたエタ
ノールによる間接作用を考慮する必要がある．低濃
度エタノールの間接作用として，内因性ヒスタミ
ン3）あるいはガストリン分泌4）を介した酸分泌の充
進が報告されている．しかしながら，エタノールが
直接壁細胞に及ぼす効果を調べた研究は少ない．本
研究はエタノールによる壁細胞の酸分泌能の変化と
（1992年12月16日受付，1993年2月1日受：理）
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そのメカニズムを明らかにすることを目的とした，
方 法
　1）単離胃壁細胞の作成
　一晩絶食させた体重200－250gの雄性モルモット
の胃底腺粘膜を細切し，95％02－5％CO2通気下に
37℃，20分間，0．05％pronase（科研製薬）を含む
調整液A（130mM　NaCl，12　mM　NaHCO3，3mM
NaH2PO4，3mM　Na2HPO4，3mM　K2HPO4，2mM
MgSO4，　1　mM　CaC12，　O．10／o　BSA，　O．20／o　glucose，
pH：7．4）で処理した後，0．01％collagenase（新田ゼ
ラチン）を含む調整液Aにて胃粘膜細胞を単離し
た．細胞は洗浄後，調整液B（70mM　NaCl，20　mM
NaHCO3，　O．5mM　NaH2PO4，　1　mM　Na2HPO4，
5mM　KCI，　1．5mM　MgC12，　1　mM　CaC12，　50　mM
Hepes，0．1％BSA，0．2％glucose，　pH　7．4）に浮
遊させ，これにHepes（0．25　M）でpH　7．4に調整
したpercoll液（Pharmacia社）が33％の濃度に
なるように加えた後，4℃，250×gで20分間遠心分
離した．得られた壁細胞の純度は，succinatede・
hydrogenase活性染色5）にて約70％以上であり，細
胞のviabilityはトリパンブルー排出試験により
95％以上だった．
　2）酸分泌の測定
　壁細胞を106cells／mlの濃度で調整液C（132．4
mM　NaCl，　1．2mM　NaH2PO4，　5　mM　Na2HPO4，
5．4mM　KCI，　l　mM　CaCl，，　O．20／o　BSA，　O．20／o
glucose，1mM　pyruvate，　pH　7．4）に混和し，0．1
＃　Ci／ml　［dimethylamine一’‘C］　aminopyrine　（’‘C－
AP）（Amersham社）と各濃度エタノールを加え，
37℃，15分間処理した後，ヒスタミン10－5M，カル
バコール10－4Mあるいはdibutyryladenosine　3’：
5’一cyclicmonophosphate（dbcAMP）10　3　M刺激を
40分間おこなった．細胞をPhosphate－buffered
saline（PBS）で洗浄後，1％Triton　X－100で反応
を止めた．液体シンチレーションカウンターを用い
細胞溶解液と上清中の14Cをそれぞれ測定し，酸分
泌はSo11の方法6）により，14C－AP　accumulation
ratioで表した．
　3）cAMPの測定
　Krebs　Ringer　Bicarbonate　Buffer中に壁細胞を
105cells／m1の濃度で浮遊し，ホスポジエステラー
ゼ阻害剤である3－isobutyl－1－methyl－xanthine
（IBMX）の0．5mM存在下で，各濃度エタノールと
10－4　Mヒスタミンを加え，37℃，15分間処理による
cAMP濃度を測定した．反応は，遠心分離し得られ
た細胞に5％トリクロロ酢酸1mlを加え停止させ
た．さらに超音波破砕器を用いて細胞を破壊し，室
温にて3，200×gで15分間遠心し，得られた上清中
のトリクロロ酢酸を4回のエーテル抽出により除外
した．窒素ガス通気下でエーテルを除いたサンプル
より100μ1をとり，cAMP［エ251］assay　system
（Amersham社）を用いて，細胞内cAMP濃度を
測定した．
　4）H＋，K＋一ATPase活性の測定
　H＋，K＋一ATPase活性はUrushidaniらの方法7）
により，para－nitrophenylphosphatase（p－NPPase）
活性を測定した．調整液C中の壁細胞106cells／ml
を各濃度エタノールで370C，15分間処理後，　Uru－
shidaniらの方法7）でミクロソーム分画を調整し，
200μ1のsuspending　Buffer（300　mM　sucrose，0．2
mM　EDTA，5mM　Tris（pH　7．4））に浮遊させた．
その浮遊液40μ1（蛋白量3－5μg）にそれぞれ1ml
の反応液1（7．5ml　Tris，3．5mM　MgSO4，0．1mM
Ouabain，　30　mM　sucrose，　20　ptMEDTA，　20　mM
KCI（pH　7．5）と反応液2（反応液1からKCIを除
いたもの）を加え，さらに5mM　sodium　p－
nitrophenylphosphateを加え37℃，1時間反応させ
た後に1．5mlの0．5NNaOHを加え反応を止め
た．生成したp－nitrophenol量は遠心分離後の上清
中の410nmの吸光度から求めた．なお，　K＋依存性
のp－NPPaseの活性は，反応液1の吸光度から反応
液2の吸光度を引いたp－nitrophenolの値を測定
し 生成したp－nitrophenolの絶対値を検量線より
求め，蛋白量あたりの1時間の生成量として求めた．
　5）細胞内Ca2＋濃度（［Ca2＋］i）の測定
　［Ca2＋］iはGrynkiewiczらの方法8）により測定し
た．調整液A中の壁細胞106cells／m1に2μM
fura－2／AM（同仁化学）を加え，37℃，15分間処理
した．細胞を洗浄後，調整液Aに混和し，［Ca2＋］i
の変化を335nmの励起波長による500　nmの蛍光
を蛍光分光光度計（日立F－3000）にて測定した．
　6）PKC活性9）の測定
　調整液Bに壁細胞を4×106cells／mlの濃度で浮
遊させ，37℃，10分間，1％，5％エタノールあるい
は，1．6×10一6Mphorbol　12－myristate　13－acetate
（PMA）で処理をした．遠心分離後，沈渣を4℃の
ホモジネートバッファー（50　mM　Tris・HCI　pH　7．5，
（2）
1993年3月 二木：エタノールによる単離壁細胞における酸分泌変化 一　133　一
30
’40
D一
任
塁・・
看
8
？　10
ぎ
30
8
田
g　20
慧
g
g・
2　io
8
　　　　　　　　　　ethanol　（％）　ethanol（％）
Fig．　1　Effect　of　ethanol　on　acid　secretion．　Gastric　parietal　cells　（106／ml）　isolated　from　guinea　Pigs
　　were　treated　with　various　concentrations　of　ethanol　for　15　min　at　370C．　Acid　secretion　was
　　stimulated　with　10－5　M　histamine　（A）　or　10一‘　M　carbachol　（B）　for　40　min　at　370C．　Values　are
　　mean±S．D．　from　complete　three　experiments．　The　results　with　different　concentrations　of
　　ethanol　were　compared　to　that　with　O　O／o　ethanol　by　Student　t－test．　’p　〈O．025，　”p〈O．Ol，　”’p　〈
　　0．05，　＊串宰串p＜0．005．
5mM　EDTA，　IO　mM　EGTA，　O．30／．　P－
mercaptoethanol（ナカライテスク），10　mM　ben－
zamidine（Sigma社），50μg／ml　phenylmethyl
sulphonyl　fluoride（Sigma社），1μg／ml　leupeptin
（Sigma社），1μg／ml　antipain（Sigma社）に混和
して，ポッター型ホモジナイザーを用い，細胞の破
壊状態を顕微鏡にて確認しながら0℃にてホモジ
ナイズした．その細胞浮遊液を4℃，100，000×gで
1時間，超遠心分離した．上清をcytosol分画とし，
沈渣は1％NP－40を含んだ4℃のホモジネートバ
ッファーに混和して，同様なホモジナイズをおこな
った後4℃，10，000×gで10分間，遠心分離を行い，
その上清をmembrane分画とした．それぞれの分画
のPKCの活性をPKC　assay　system（Amersham
社）を用いて測定した．
　7）アクチンの重合
　調整液A中に壁細胞を106cells／mlの濃度で混
和し，ヒスタミン10　5　Mあるいは5％エタノール
で15分間処理した．2％Bufferedホルマリンで15
分間固定し，PBSで洗浄後，0．02％Triton　X－100
で20秒間処理した．洗浄後，0．33μMNBD－
pha11acidinで10分間染色をおこない，さらに洗浄
後，FACScan（Becton　Dicknson社）を用いて，
NBD－phallacidinの蛍光を測定した10）．
　8）統計処理
酸分泌能，cAMP量，　PKC活性およびH＋，
K＋一ATPas 活性については，結果を平均値±S．D．
で示し，2群間での有意差検定はStudentのt－test
を行い，p＜O．05を有意差ありとした．
結 果
　1）　エタノールの酸分泌に及ぼす影響
　単離した壁細胞を10－5Mヒスタミンあるいは
10　‘　Mカルバコールで刺激し，酸分泌能を経時的に
調べたところ，刺激後40分で最高値に達した．壁細
胞をエタノールで15分間前処理し酸分泌能の変化
を調べたが，ヒスタミン刺激による酸分泌は，0．1，
0．5％エタノールでは有意な変化を認めず，1％以
上のエタノールを処理することによりはじめて有意
な低下を認めた（Fig．1（A））．一方，カルバコール
刺激による酸分泌は，ヒスタミン刺激に比してより
低濃度のエタノールで障害を受け，0．1％以上のエ
タノール処理から濃度依存性に低下した（Fig．
1　（B））．
　なお，0．1－10％エタノール処理における壁細胞の
viabilityをトリパンブルー排出試験および細胞外
へのLDH放出量を用いて調べた結果，　viabilityは
10％エタノールで有意に低下したが，0．1－5％エタ
（3）
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Fig．2　Effect　of　ethanol　on　histamine－
　　stimulated　cAMP　contents．　The　cells　（105／
　　ml）　were　treated　with　ethanol　for　15　min　at
　　37eC　and　were　stimulated　with　10’‘M　his－
　　tamine　in　the　presence　of　O．5　mM　IBMX　for
　　20　min　at　370C．　Values　are　mean±S．D．　from
　　complete　three　experiments．　’p　〈O．05，　”p　〈
　　O．Ol，　as　compared　to　that　with　OO／o　ethanol．
ノール処理では壁細胞のviabilityに影響を与えな
かった．
　2）　ヒスタミン刺激によるcAMP上昇反応に及
　　ぼすエタノールの影響
　単離壁細胞を10－4Mヒスタミンで刺激すると，
cAMPは上昇し刺激後20分で最高値に達した
（78．4±21．5pmol／IOs　cells，　n＝3）．ヒスタミン刺
激による酸分泌は，Fig．1（A）に示したように1％以
上のエタノールでは有意な低下を認めたが，0．1％一
1％エタノールの処理ではむしろcAMPの上昇は
充進しており，3％エタノールでは明らかに有意な
上昇を認めた．しかし5％エタノールで低下の傾向
を認め，10％エタノールでは有意に低下した（Fig．
2）．なお，エタノール単独処理では全くcAMPを
上昇させなかった．
　3）H＋，K＋・ATPase活性に及ぼすエタノールの
　　影響
　エタノールのH＋，K＋一ATPase活性に及ぼす影響
を検討した．Urushidaniらの方法に準じて，　H＋，
K＋一ATPase活性の指標として非刺激時のミクロソ
ーム分画のp－NPPase活性を用いた7）．　p－NPPase
活性は0．1％一3％エタノールでは低下の傾向を認
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Fig．　3　Effect　of　ethanol　on　p－NPPase　activity
　　oi　isolated　parietal　cells．　After　treatment
　　vv’ith　various　concentrations　of　ethanol　for　15
　　min　at　370C，　the　microsomal　fraction　were
　　prepared　as　described　in　Materials　and
　　Methods．　Values　are　mean±S．D．　from　com－
　　pl’ete　three　experiments．　’p〈O．005，　“’p〈
　　O　025，　as　compared　to　that　with　O％　ethanol．
め，3％以上のエタノール処理では有意に低下した
（Fig．3）．
　4）カルバコール刺激による［Ca2＋］i上昇反応に
　　及ぼすエタノールの影響
　H＋，K＋一ATPaseの活性が3％以上のエタノール
から低下するのに比べ，Ca2＋依存性のカルバコール
刺激による酸分泌はエタノールのより低濃度の範囲
で抑制される．このメカニズムを明らかにするため
［Ca2＋］iの変化を調べた．エタノールは0．5％より
濃度依存性に壁細胞の［Ca2＋］iを上昇させる作用を
有することを確認した．さらに，Fig．4に示したよう
に，カルバコール刺激は［Ca2＋］iの急激な上昇を引
き起こすが，この応答は0．1％以上のエタノールか
ら濃度依存性に抑制され，エタノールによる酸分泌
の低下（Fig．1（B））と相関していた．
　5）エタノールによる［Ca2＋］i上昇の機序
　エタノールにより引き起こされる急激な［Ca2＋］i
の上昇は，2mM　EGTAにて細胞外Ca2＋を除去す
ると全く認められず（Fig．5），エタノールによる
［Ca2＋］iの上昇は細胞外からのCa2＋の流入による
ことが示唆された．さらにCa2＋チャンネルブロッ
カーを用いて調べたところ，La3＋感受性11），ベラバ
ミル非感受性のCa2＋チャンネルを介していること
が示唆された．
　これに対して，カルバコール刺激による［Ca2＋］i
上昇は，2mM　EGTA，10－5Mベラバミルおよび
（4）
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Fig．　4　Effect　of　ethanol　on　carbachol－stimulated　［Ca2’］i　change．　The　fura－2／AM－loaded
　　cells　（106／2　ml）　were　suspended　with　medium　A　at　370C．　After　treatment　with　various
　　concentrations　of　ethanol　for　15　min　at　370C，　the　cells　were　stimulated　with　10一‘　M
　　carbachol．　The　［Ca2“］i　were　measured　as　described　in　Materials　and　Methods．　Steady
　　state　［Ca2’］i　of　the　cells　was　226±21　nM．
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Fig．　5　Effect　of　EGTA　or　calcium
　　channel　blockers　on　ethanol－
　　induced　increase　in［Ca2＋］i．　The
　　fura－2／AM－loaded　cells　（106／2
　　ml）　were　incubated　with
　　medium　A　containing　2　mM
　　EGTA，　10’5　M　verapamil　or　2．5
mM　La3＋at　37℃．　Ethanol（3％）
was　added　as　indicated　by　an
arrow．　The　［Ca2’］i　was
monitored　as　described　in　Mate－
rials　and　Methods．
2．5mM　La3＋処理では影響を受けず（Fig．6），細胞
内プールからのCa2＋の放出によることが推測され
た．
　さらにエタノールによる細胞外からのCa2＋流入
に伴う［Ca2＋］iの上昇が，カルバコール刺激による
Ca2＋応答にどのような影響を与えるかについても
検討した．Fig．7に示したように，3％エタノールで
壁細胞を処理すると［Ca2＋］iは上昇し，その後のカ
ルバコール刺激によるCa2＋の応答を完全に抑制し
た．しかしながら，2mM　EGTAあるいは2．5mM
La3＋処理により，エタノールによる細胞外からの
Ca2＋流入を抑制すると，カルバコール刺激による
（5）
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Fig．　6　Effect　of　EGTA　or　calcium
　　channel　blockers　on　carbachol－
　　stimulated　increase　in　［Ca2’］i．
　　The　fura－2／AM－loaded　cells
　　（106／2　ml）　were　incubated　with
　　medium　A　containing　2　mM
　　EGTA，　10’5　M　verapamil　or　2．5
　　mM　La3’　at　370C．　Carbachol
　　（10H‘　M）　was　added　as　indicat－
　　ed　by　an　arrow．
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Fig．　7　Recovery　of　［Ca2’］i　changes　in　eth－
　　anol　treated　parietal　cells　by　EGTA　or
　　La3’．　The　fura－2／AM－loaded　cells　（106／2
　　ml）　were　treated　with　2　mM　EGTA　or
　　2．5　mM　La3’　at　370C．　After　addition　of
　　30／o　ethanol，　the　cells　were　stimulated
　　with　10一‘　M　carbachol．
［Ca2＋］iの上昇反応はコントロールと同程度に回復
した．
　6）PKC活性に及ぼすエタノールの影響
　このようなエタノールによる［Ca2＋］iの上昇に付
随した情報伝達機構の変化に注目し，特にCa2＋依
存性であるPKCの活性化に及ぼすエタノールの影
響を検討した．壁細胞のPKCを1．6×10－6　M　PMA
にて刺激すると，PKC活性はcytosol分画で有意
に低下し，membrane分画へのtranslocationを認
めた．しかし，1％あるいは5％エタノールで10分
間処理をすると，無処理に比して，membrane分画
のみならず，cytoso1分画においてもPKC活性の
有意な上昇を認めた（Table　1）．
　PKCの活性化がどのような影響を酸分泌に及ぼ
しているか，直接PKCを活性化するホルボールエ
ステルを用いて調べたところ，1．6×10『6　MPMA
単独刺激では酸分泌を認めず，カルバコール10－4M
刺激による酸分泌を有意に抑制した（Table　2）．こ
のことより，PKCの活性化は酸分泌に対して抑制的
に作用することが明らかになった．
　7）　ヒスタミン刺激によるアクチンの重合とエタ
　　ノール処理によるアクチンの重合
（6）
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Table　1　Effect　of　ethanol　on　PKC　activity．
　　PKC　activity
（pmo132P／min／106　cells）
T ble　2　Effect　of　PMA　on　carbachol－stimulated
　　　acid　secretion．
treatment i‘b－AP　accumulation　ratio
treatment cytosol membraneno　treatment 3．2±O．1
no　treatment45．4±　6．8 2．5±O．3 PMA 3．3±O．1
PMA 13．4±　5．2＊ 6．8±1．4＊＊ carbacho1 12．0±O．3
10／o　ethano170．0±15．5＊＊宰　　　　5．8±1．1寧ホ＊ 十PMA 5．2±O．2＊
50／o　ethano171．5±10．2＊＊＊　7．0±1．0＊＊＊
After　treatment　of　the　cells　with　10／o，　50／o　ethanol
or　1．6×10’6M　PMA　for　10　min　at　37℃，　PKC
activities　in　cytosolic　and　membrane　fractions
were　measured　using　PKC　assay　kit　（Amer－
sham）．　Values　are　mean±S．　D．　from　Complete
ten　experiments，　’p〈O．Ol，　”p〈O．05，　”’p〈
O．025，　as　compared　to　that　without　any　treat－
ment．
　一方［Ca2＋］iの上昇は，ミオシンL鎖キナーゼ
の活性化を介してアクトミオシン系の変化をきたす
ことが考えられ，事実アクチンの重合あるいは脱重
合に［Ca2＋］iの変化が，関与していることが近年報
告されている12）13）．エタノールによる［Ca2＋］i上昇
に伴う壁細胞のアクチンの重合による変化をNBD－
phallacidin染色した細胞をFACScanを用いて検
討した．Fig．8に示したように刺激前に比べて，ヒス
タミン刺激5分後では染色された細胞が増加し，30
分後では再びその減少を認めた（Fig．8（A））．これ
はヒスタミン刺激5分でアクチンの重合がおこり，
30分で脱重合が生じたことを表していると考えら
れる．一方，5％エタノール処理では，5分で明らか
なアクチンの重合の充進を認め，30分後でもほとん
ど脱重合を認めなかった（Fig．8（B））．
考 察
　本研究により，エタノールは低濃度より直接壁細
胞の酸分泌を抑制し，さらにヒスタミン受容体刺激
による酸分泌と，ムスカリン受容体刺激を介した酸
分泌では，エタノールに対する感受性が異なってい
ることが判明した．
　ヒスタミン刺激による酸分泌は，アデニレートサ
イクレースの活性化によるcAMP上昇を伴う．0．1
－3％エタノールではヒスタミン刺激によるcAMP
上昇反応は充進しており，Reichsteinら14）のウサギ
遊離胃腺を用いた報告と一致した．しかし，ヒスタ
The　cells　were　treated　with　1．6　×　10m6M　PMA　for
5　min　at　37eC．　Acid　secretion　was　stimulated　with
10’‘M　carbachol　for　40　min　at　37℃．　Values　are
mean±S．　D．　from　complete　five　experiments．
The　values　with　PMA十carbachol　were　compar－
ed　to　that　with　carbachol．　’p〈O．005　by　Student
t－test．
ミン刺激を介した酸分泌は1％以上のエタノール処
理で低下したことから，その抑制機序としてcAMP
以降の刺激伝達系の障害が示唆された．このことに
ついては，外因性のcAMPであるdbcAMP　IO　3　M
刺激による酸分泌がエタノール処理により低下する
ことを確認している15）．H＋，　K＋一ATPaseはヒスタ
ミンあるいはカルバコール刺激により，ミクロソー
ム分画から分泌二丁に移動する16）が，3％以上のエ
タノール処理ではミクロソーム分画の　H＋，K＋一
ATPase活性が低下したことから，3％以上のエタ
ノールによる酸分泌抑制機序として，エタノールに
よる直接のH＋，K＋一ATPase活性の不活性化も加わ
るものと考えられた．
　［Ca2＋］iの上昇を介するカルバコール刺激による
酸分泌は，ヒスタミン刺激の酸分泌に比して，エタ
ノールのより低濃度の範囲で障害を受けることが明
らかになった．カルバコール刺激による酸分泌は，
0．1％以上のエタノールから濃度依存性に抑制され
ていた．エタノールは直接［Ca2＋］iの上昇を引き起
こし，この［Ca2＋］iの上昇に伴い，次のカルバコー
ル刺激によるCa2＋応答の低下を引き起こしたが，
この［Ca2＋］i応答の低下と酸分泌の低下はよく相関
していた．このことから，エタノールにより惹起さ
れた［Ca2＋］iの上昇が，その後のカルバコール刺激
によるCa2＋の上昇反応に対して，みかけ上脱感作
に似た現象による抑制を引き起こしているのではな
いかと考えられた．そこでエタノールおよびカルバ
コール刺激による［Ca2＋］i上昇の機序を調べたとこ
ろ，エタノールによる［Ca2＋］i上昇は，　La3＋感受
（7）
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Fig．　8　Effect　of　histamine　or　ethanol　on　actin　polymerization．　After　treatment　with　10－5　M
　　histamine　（A）　or　50／o　ethanol　（B）　for　15　min　at　37eC，　the　cells　were　fixed　with　formalin
　　and　stained　with　NBD－phallacidin　as　described　in　Materials　and　Methods．　The　FACS－
　　generated　histograms　of　fluorescence　are　from　10，000　cells　exposed　to　the　histamine　or
　　ethanol．
性のCa2＋チャンネルを介した細胞外からのCa2＋
の流入によることが判明した．モルモット胃主細
胞17）においても同様の機序による［Ca2＋］i上昇が
報告されている．しかし，ラット肝細胞18）では細胞
内プールからのCa2＋の放出，ウサギ胃壁細胞19）で
は細胞内プールからのCa2＋の放出と細胞外Ca2＋
の流入の両方によることが報告されており，エタノ
ールによる［Ca2＋］iの上昇機序は，細胞種差や動物
種差により異なっていた．一方カルバコール刺激に
よる［Ca2＋］i上昇は，細胞内プールからのCa2＋の
放出により引き起こされ，エタノールの場合と機序
は異なっていた．先に述べたように3％エタノール
によって，カルバコールによるCa2＋応答は完全に
抑制されたが，EGTAあるいはLa3＋処理にて，エ
タノールによる細胞外Ca2＋の流入を阻害すると，
カルバコール刺激によるCa2＋応答は回復し，先の
仮説を示唆するものであった．
　エタノールによる［Ca2＋］i上昇に伴い，種々の細
胞内のCa2＋依存性の反応が変化することが予想さ
れる．なかでもエタノールのPKCの活性化とアク
チンの重合に及ぼす影響に注目した．PKCはCa2＋
依存性にcytosol分画からmembrane分画に移動
し20），ジアシルグリセロールによって活性化され蛋
白質のリン酸化に関与する9）．エタノールはラット
単離肝細胞において，直接ホスホリパーゼCを活性
化し，細胞内プールからの［Ca2＋］i上昇を引き起こ
し，さらにホスホリパーゼC活性はPKCの活性化
により抑制を受けることが報告されている21）．壁細
胞をエタノール処理すると，PKCの活性は上昇した
が，PMA刺激の場合とは異なり，　membrane分画
（8）
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だけでなくcytosol分画の上昇も認めた．この
cytosol分画のPKC活性の上昇機序については，
今後の検討を要する．PKCの活性化は以前より酸分
泌に対して抑制的に作用することが報告さ
れ22）～25），その機序として，小胞体からのCa2＋放出
の抑制24），あるいはムスカリン受容体数の減少とG
蛋白の抑制を介したイノシトールリン脂質代謝の抑
制25）が挙げられている．我々もPMA処理にてカル
バコール刺激による酸分泌の低下を確認しており，
エタノールによる酸分泌低下にPKCの活性化の関
与が考えられた．
　細胞骨格蛋白であるアクチンは，壁細胞内の分泌
細管や細管小胞の構造を複雑に変化させ，酸分泌に
深く関与している26）．このアクチンの重合において
も，［Ca2＋］i上昇が重要な働きをすると考えられて
いる12）13）．エタノールによる［Ca2＋］i上昇が，アク
チンの重合にいかなる変化を及ほFすかFACScanを
用いて検討した．ヒスタミン添加では，5分でアクチ
ンの重合を認め，さらに30分後には脱重合を認め
た．一方，エタノール処理では，5分後にはヒスタミ
ン刺激より強い重合を認め，30分経ても脱重合を認
めず，ヒスタミン刺激による可逆的な変化とは異な
る過重合を認めた．門川ら27）は，エタノールによる
H＋，K＋一ATPase活性のミクロソーム分画から分泌
引当へのtranslocationの障害を指摘している．詳
細な機序は不明だが，このエタノールによる［Ca2＋］
i上昇に伴うアクチンの過重合が，酸分泌低下の一
因になっている可能性が強く示唆された．
結 論
　低濃度エタノールはモルモット単離壁細胞の酸分
泌を直接抑制した．その抑制機序として，
　1）ヒスタミン受容体を介する酸分泌機構において
は，1％一3％エタノールではcAMPからH＋，K＋一
ATPaseに至るまでの刺激伝達系の障害が，3％以
上のエタノールでは直接のH＋，K＋一ATPaseの不活
性化もそれに加わっていると考えられた．
　2）ムスカリン受容体刺激を介する酸分泌において
は，エタノールによって細胞外から流入した［Ca2＋］
i上昇に伴い，カルバコール刺激によるCa2＋応答を
抑制する，いわゆる脱感作による抑制と，PKCの活
性化の関与が示唆された．
　3）［Ca2＋］i上昇に伴う変化としてアクチンの重合
脱重合の制御の障害の可能性も示唆された．
　このようにエタノールは壁細胞に直接作用し酸分
泌機構に種々の変化を与えることが明らかになっ
た．
　本論文の要旨の一部門第77回日本消化器病学会
総会，および第24回胃分泌研究会シンポジウムにて
発表した．
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